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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur simultanen 
quantitativen Bestimmung von Proteinen, glykierten 
Modifikationen bzw. hiervon abgeleiteten Derivaten, wie 
beispielsweise deren Alterungsprodukte (sogen. AGE, 
advanced glycosilation end products) in einer waBrigen 
Probe. Das Verfahren eignet sich insbesondere fur 
Hamoglobin (Hb) und dessen Derivate bzw. entspre- 
chende mfiglichst homogene Glykoproteinfraktionen 
(z.B. gHb, HbA1c und Hb-AGE). Die Quantifizierung 
erfolgt durch Bestimmung der relativen Konzentrations- 
verhaitnisse aus den jeweils gemessenen analytspezifi- 
schen Signalen. 

Zur Bestimmung von Proteinen, wie glyWerten Pro- 
teinen gibt es eine Vielzahl von Verfahren. Diese lassen 
sich prinzipiell in drei Gruppen einteilen, und zwar in 
Abhangigkert von der Art und Weise wie glykierte und 
nicht glykierte Proteinkomponenten getrennt und quan- 
tifiziert werden (Clin. Chemistry 32 (1986), B64 - B70). 
Als erste Gruppe sind physikalisch-chemische Metho- 
den, basierend auf der Nutzung von Ladungsunter- 
schieden, zu nennen. Als zweite Gruppe sind Methoden 
anzufuhren, welch e die unterschiediiche chemische 
Reakiivitat von glykiertem und nicht glykiertem Protein 
ausnutzen. Drittens sind immunologische Verfahren zu 
nennen. In jungster Zeit hat sich insbesondere ein Ver- 
fahren als vorteilhaft erwiesen bei dem die jeweilige 
Proteinprobe zunachst einer proteolytischen Spaltung 
unterzogen wird und die Spaltprodukte anschlieBend 
uber HPLC getrennt werden (EP 0693559, U. Kobold et 
al., Proc. XVI ICCC London 1996, C25, S. 374). Keine 
der beschriebenen Methoden erlaubt es jedoch, meh- 
rere der beschriebenen Analyten gleichzeitig aus einer 
LOsung zu bestimmen. Die meisten der bekannten Ver- 
fahren, mit Ausnahme der immunologischen Verfahren, 
zeigen zudem nur eine geringe Spezifitat. Beispiels- 
weise sind for AGE-Proteine derzeit noch keine ausrei- 
chend spezifischen Testverfahren verfugbar, 
insbesondere deshaib nicht, da die Spezifitat der Anti- 
korper in der Regel nicht bekannt ist bzw. entspre- 
chenrie Referenzmethoden fehlen. 

Fur glykierte Proteine mit geringem Molekularge- 
wicht, wie gHb, wurde unter bestimmten Bedingungen 
daruber hinaus die Detektion anhand massenspektro- 
metrischer MaBnahmen beschrieben (N.B. Roberts et 
al., Abstract / Poster, Proc. XVI ICCC London 1996, 
C28, S. 375). Dieses Verfahren ist jedoch ausschlieB- 
lich auf native Proben ausgerichtet, was die Bestim- 
mung von komplexeren Proteinmischungen bedeutend 
einschrankt wenn nicht unmOgiich macht. 

Mit keinem der derzeit bekannten Verfahren ist es 
jedoch mOglich, verschiedene Analyten entsprechender 
Proteine, insbesondere auch solche unterschiedlicher 
Molekulargewichte, die zudem in derselben ProbenlG- 
sung vorliegen kCnnen, simultan, direkt und mit ausrei- 
chend hoher Spezifitat zu bestimmen. Der Erfindung lag 
somit die Aufgabe zugrunde, ein entsprechendes 



Bestimmungsverfahren zur Verfugung zu steilen. 

Die Aufgabe wird gel6st durch ein Verfahren zur 
Bestimmung von Proteinen, glykierten Proteinen 
und/oder entsprechenden Derivaten, wie beispiels- 

5 weise von Alterungsprodukten glykierter Proteine 
(AGEs), in einer waBrigen Probe, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Messung massenspektrometrisch 
erfolgt und bei der Messung mindestens zwei Kompo- 
nenten einer entsprechenden Proteinmischung gleich- 

w zettig bestimmt werden. Die Proteinmischung kann 
glykierte sowie nicht glykierte Proteine unterschiedli- 
chen Molekulargewichts, wie beispielsweise AntikGrper- 
fragmente, und insbesondere auch solche mit hoherem 
Molekulargewtcht (> 30.000 Da) enthalten. Besonders 

is vorteilhaft hat sich das erfindungsgemaBe Verfahren 
erwiesen, wenn drei oder mehr Komponenten neben- 
einander bestimmt werden sollen. Ferner hat sich als 
vorteilhaft erwiesen, wenn zwei oder mehr glykierte 
Proteinkomponenten nebeneinander bestimmt werden 

20 sollen. Das Verfahren ist dabei zahlenmaBig nicht auf 
eine Obergrenze von Komponenten beschrankt. So 
kdnnen auf diese Weise beispielsweise ca. 30 oder 
auch bis 50 Komponenten nebeneinander bestimmt 
werden, abhangig vom jeweiligen Molekulargewicht und 

25 der Massendifferenzen der einzelnen Komponenten. 
Die massenspektrometrische Messung kann erfin- 
dungsgemaB anhand eines entsprechenden Spray-Ver- 
fahrens, wie Elektrospray-lonisation oder Atmospharen- 
druck-lonisatlon, uber Laserdesorption oder ein gleich- 

30 wertiges lonisationsverfahren erfolgen. In der Regel 
lauft das massenspektrometrische Verfahren automati- 
siertab und kann direkt datentechnisch (on-line) ausge- 
wertet werden. Die gewonnenen MeBdaten kGnnen 
nach entsprechender Verhaitnisbildung direkt fur ent- 

35 sprechende Aussagen in der klinischen Diagnostik ver- 
wendet werden. 

MaBnahmen fur die Probenvorbereitung kGnnen 
zum einen lediglich in der VerdOnnung der Probe bzw. 
Probenldsung mit einem fur die Massenspektrometrie 

40 geeigneten LGsungsmittel bestehen. Fur die Massen- 
spektroskopie geeignete LOsungsmittel sind beispiels- 
weise organische Sduren (Essigsdure, Ameisensdure), 
Wasseroder organische LGsungsmittel (Methanol, Ace- 
tonitril oder ahnliche). Zum anderen hat sich als vorteil- 

45 haft erwiesen, wenn die ProbenlOsung zuvor einer 
chemischen oder enzymatischen Spaltung unterzogen 
wird, d.h. z.B. mit einem proteolytischen Enzym in 
einem geeigneten Puffersystem vorbehandelt wird. Ent- 
sprechend geeignete Enzyme sind beispielsweise Tryp- 

so sin, Chymotrypsin, Endoproteinase Lys C und/oder 
Endoproteinase Glu-C. Ferner hat sich als vorteilhaft 
erwiesen, wenn die Probenldsung vor der masserspek- 
trometrischen Messung von nicht proteinogen Bestand- 
teilen abgetrennt bzw. beispielsweise chromato- 

55 graphisch oder immunologisch gereinigt wird. Dabei 
kann die Aufreinigung on-line oder off-line zur Massen- 
spektroskopie erfolgen. 

Als Probenmaterial kommen in erster Linie Flussig- 
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kerfcen menschlichen oder tierischen Ursprungs, wie 
Vollblut, Blut, Plasma oder Serum, aber auch Gewebe, 
Ascites oder pflanzliche Extrakte in Betracht. Daruber 
hinaus ist es mOglich das erfindungsgemSBe Verfahren 
fur solche LOsungen einzusetzen, denen eine oder 
mehrere Proteinkomponenten kunstlich zugesetzt wur- 
den (z.B. Standard- LOsungen). Bei den zu bestimmen- 
den Probenbestandteilen handelt es sich urn nicht 
glykierte Proteine, wie beispielsweise Albumin mono- 
Wonale oder polyWonale AntikOrper, Fab- oder Fc-Frag- 
mente, Hemoglobin und dessen Derivate, und/ oder 
glykierte Proteine und deren Derivate, wie beispiels- 
weise glykiertes Albumin, gHB, HbA1c oder Hb-AGE. 
Die Proteine der Probenmischung kOnnen darOber hin- 
aus geringfOgig und/oder betrachtlich unterschiediiche 
Molekulargewichte aufweisen. So kOnnen beispiels- 
weise Proteine mit unterschiedlichem Glykierungsgrad 
bereits innerhalb enger Molekulargewichtsbereiche 
bestimmt werden. Ferner kOnnen entsprechende 
Mischungen daruber hinaus eine Reihe anderer Pro- 
teine, auch weit hOheren Molekulargewichts, enthaften. 

Im folgenden wird das erfindungsgemaGe Verfah- 
ren, das insbesondere darin besteht, daB verschiedene 
Proteinkomponenten mit Hilfe der Massenspektrome- 
trie (MS) simultan und quantitativ bestimmt werden, 
anhand mOglicher Varianten (Variante A und B) detail- 
lierter beschrieben. 

Bei der ersten Variante, Variante A, erfolgt die Mes- 
sung beispielsweise direkt aus verdunntem Vollblut. Mit 
Elektrospray- MS werden MeBsignale von den nicht gly- 
kierten Proteinen und den glykierten Proteinen bzw. 
den Alterungsprodukten erhalten. Zum Beispiel kOnnen 
so nebeneinander Hamoglobin (Hb), glykiertes Hemo- 
globin (gHb und HbA1c) und advanced glycation end 
product von Hb (Hb-AGE) oder Serum-Albumin (HSA), 
glykiertes HSA (gHSA) und HSA-AGE bestimmt wer- 
den. Insbesondere hat sich das erf indungsgemSBe Ver- 
fahren als geeignet erwiesen, wenn die Glykierung der 
genannten Proteine auf nicht enzymatische Weise 
erfolgt ist. Die Rohdaten kdnnen bevorzugt direkt in 
einer Messung erhalten werden. Aus den Intensitatsver- 
haitnissen der analytspezifischen Signale, welche mit 
den Konzentrationsverhaitnissen korrelieren, werden 
die relativen Anteile der Einzelkomponeten in der Probe 
ermittelt. Zur Ermittlung der jeweiligen Responsefakto- 
ren kdnnen Kalibratoren verwendet werden. 

Im einzelnen wird dabei wie folgt verfahren: Das 
Probenmaterial, insbesondere hamolysiertes Vollblut 
wird mit einem geeigneten LOsungsmittel, zum Beispiel 
Gemische aus fluchtigen organischen Sauren (Essig- 
saure, Ameisensaure), Wasser und einem organischen 
LOsungsmittel (Methanol, Acetonitril), verdunnt und die 
erhaltene LOsung direkt fur die massenspektrometri- 
sche Messung verwendet. Alternativ zur direkten Mes- 
sung kann die Probe auch uber einen 
chromatographischen oder immunsorpiven Aufreini- 
gungsschritt vorbehandelt werden, wobei die Vorbe- 
handlung on-line zur massenspektrometrischen 



Messung erfolgen kann. 

Bei einer mOglichen zweiten Variante, Variante B, 
erfolgt vor der massenspektrometrischen Messung eine 
enzymatische oder chemische Spaltung der Probe. Das 

5 Probenmaterial kann entsprechend zu Variante A bei- 
spielsweise Vollblut sein. Bei der enzymatischen oder 
chemischen Spaltung werden analytspezifische Peptid- 
fragmente erzeugt. Die Intensitatsverhaitnisse der spe- 
zifischen Peptide werden bestimmt und daraus die 

w relativen Anteile der Analyten berechnet. Zur Ermittlung 
der jeweiligen Responsefaktoren kOnnen Kalibratoren 
verwendet werden. 

Im einzelnen wird dabei wie folgt verfahren: Das 
Probenmaterial, beispielsweise hamolysiertes Vollblut, 

15 wird mit einem proteolytischem Enzym in einem geeig- 
neten Reaktionspuffer inkubiert. Die Hamolyse erfolgt 
nach bekannten Methoden. Als Enzym haben sich hier 
insbesondere solche Proteasen als geeignet erwiesen, 
die befahigt sind, die zu bestimmenden Proteine spezi- 

20 fisch zu spaiten. Neben Trypsin haben sich Chymotryp- 
sin, Endoproteinase Lys C und/oder Endoproteinase 
Glu-C als besonders geeignet erwiesen. Die proteolyti- 
schen Enzyme werden ublicherweise - abhangig von 
der jeweiligen Probe - in einer Konzentration von 1/200 

25 bis 1/10, vorteilhafterweise in Konzentration en von 
ungefahr 1/100 der Gewichtsmenge Protein eingesetzt. 

Geeignete Reaktionspuffer sind beispielsweise 
Ammoniumcarbonat-Puffer und/oder Natriumphosphat- 
Puffer, die ublicherweise in Konzentrationen von unge- 

30 fahr 0,5 mM bis 200 mM im pH-Bereich von 3.0 bis 9.0 
eingesetzt werden und gegebenenfails - abhangig von 
der jeweiligen Protease - durch weitere Hilfsstoffe, wie 
Aktivatoren, und/oder Stabilisatoren, z.B. Natriumdode- 
cylsulfat, Harnstoff, Guanidinhydrochlorid, Komplexbild- 

35 ner (z.B. Kohlenmonoxid, Cyanidionen und/oder EDTA), 
Antioxidantien, Konservierungsmittel oder Acetonitril 
erganzt werden kOnnen. Als vorteiihaft hat sich erwie- 
sen, wenn der Puffer eine Konzentration zwischen 10 
mM und 50 mM und einen pH-Wert von 4,2 bis 7,8 auf- 

40 weist. In diesem pH-Bereich erweisen sich in der Regel 
insbesondere die nicht enzymatisch glykierten Proteine 
als stabil. 

Die Inkubation mit dem jeweiligen proteolytischen 
Enzym erfolgt zwischen ca. 20°C und 40°C. vorteilhaf- 

45 terweise bei ca. 25°C und kann je nach Enzym nach 
einigen Minuten oder auch Stunden oder sogar mehre- 
ren Tagen beendet werden. Als gunstig haben sich Ver- 
dauzeiten von bis zu 24 Stunden erwiesen. 

Die durch Enzymbehandlung erhaltene LOsung 

so enthatt neben anderen Fragmenten, die fur die jeweils 
zu bestimmenden Proteine spezifischen Peptide und 
deren glykierte Varianten, beziehungsweise deren 
AGE-Derivate. Die Peptidgemische werden anschlie- 
Bend in einem HPLC-Verfahren (z.B. Reverse-phase- 

55 Material ien) aufgetrennt. Solche Trennverfahren sind 
dem Fachmann bekannt (z.B. K.L Stone, J.I. Elliott, G. 
Peterson, W. McMurray, K.R. Williams, "Reversed- 
phase high performance liquid chromatography for frac- 
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tionation of enzymatic digests and chemical cleavage 
products of proteins", Methods in Enzymology, 193 
(1990) 389-412). Alternativ kann auch mit anderen 
Trennverfahren, wie z.B. Kapillarelektrophorese gear- 
beitet werden (z.B. Capillary Electrophoresis Separat- $ 
ions of Peptides: Practical Aspects and Applications, 
Chap. 9, S.237-271 in Capillary Electrophoresis, Aca- 
demic Press 1992). Das Eluat aus dem Trennverfahren 
(HPLC Oder CE) wird direkt in die lonenquelle des Mas- 
senspektrometers geleitet. Bei Verwendung von Tan- 10 
dem-MS-Techniken (MS/MS, MS") kann auch auf die 
chromatographische Vortrennung verzichtet werden 
(Analyt. Chemistry 68 (1996), 527-533). 

Aus den gemessenen Signalintensitaten des gly- 
kierten, AGE und des jeweiligen nichtglykierten Peptid- is 
anteils ist die gleichzeitige selektive Bestimmung von 
glykiertem, AGE und nichtglykiertem Protein moglich. 
Bei der rechnerischen Auswertung wird der prozentuale 
Anteil von glykiertem und AGE-Protein bezogen auf 
nicht glykiertes Protein erhalten. Insbesondere ist das 20 
Verfahren somit fur die Bestimmung von glykiertem 
Hamoglobin und Hamoglobin-AGE neben nicht glykier- 
tem Hamoglobin von Vorteil, da die Konzentrationen 
samtlicher Komponenten gleichzeitig und zudem quan- 
titativ ermittelt werden kflnnen. 25 

Zur Aufnahme eines Massenspektrums von Protei- 
nen und Proteinderivaten fiir das erfindungsgemaBe 
Verfahren sind prinzipiell dem Stand der Technik ent- 
sprechende MaBnahmen geeignet, und zwar ins- 
besondere "weiche" lonisationsverfahren, wobei die 30 
Verfahren der "atmospheric pressure ionization" (API) 
bzw. "electrospray ionization" (ESI) besonders geeignet 
sind. Zur Massenbestimmung der bei der lonisation 
gebildeten lonen konnen grundsatzlich alle mit diesem 
lonisationsverfahren koppelbaren Massenanalyser ver- 35 
wendet werden, zum Beispiel Quadrupolmassenspek- 
trometer, Flugzeitmassenspektrometer, lonenfallen 
Oder Sektorfeldgerate. Die Massenspektrometer k6n- 
nen zur Verbesserung der Selektivrtat Oder Empf indlich- 
keit auch im MS/MS Oder MS n Modus betrieben 40 
werden. 

Als lonisationsverfahren hat sich daruber hinaus die 
Matrix unterstutzte Laserdesorptions-lonisation 
(MALDI) als geeignet erwiesen. 

Die Messung erfolgt bevorzugt mit positiv gelade- 4s 
nen lonen. Zur Messung der Probe mit positiv gelade- 
nen lonen mit ESI wird das Reaktionsgemisch zum 
Beispiel in sauren Losungsmitteln gelost, wie beispiels- 
weise Essigsaure Oder Ameisensaure, der Zusatz von 
organischen Losungsmitteln, wie Acetonitril oder so 
Methanol von 40 bis zu 90%, ist vorteilhaft, jedoch nicht 
zwingend erforderlich. Diese Losung wird dem lonisati- 
onssystem mit FluGraten zwischen 10 nl/min und 1 
ml/min zugefOhrt. Alternativ kann auch die sogenannte 
Nanospray-Technologie verwendet werden, weiche 55 
auch mit rein waBrigen Losungen gute Signalausbeu- 
ten liefert Die Bildung der lonen erfolgt durch Zerstau- 
ben der Losung in einem elektrischen Feld, wobei der 



ProzeB pneumatisch durch Zufuhr eines Gases Oder 
thermisch unterstQtzt werden kann. Die gebildeten 
lonen werden im elektrischen Feld fokusiert und uber 
geeignete Blenden oder Kapillaren in den Hochva- 
kuum-Bereich des Massenspektrometers uberfuhrt. 
Unter diesen lonisationsbedingungen entstehen typi- 
scherweise lonenserien von einfach und mehrfach pro- 
tonierten Molekulen, deren jeweiliges Verhaltnis Masse 
zu Ladung (m/z) mit beispielsweise einem Quadrupol- 
Massenanalyser bestimmt wird. Aus den erhaltenen 
lonenserien laBt sich das Molekulargewicht der in der 
Probe enthaltenen Komponenten berechnen. Die 
Berechnung erfolgt ublicherweise mit kommerziell ver- 
fugbaren Software-Paketen, wie beispielsweise ICIS 
Biomass von Finnegan MAT. Die Intensitaten der erhal- 
tenen lonen korrelierten mit den Konzentration der 
jeweiligen Komponenten in der Losung. 

Geeignete Gerate zur Aufnahme entsprechender 
Massenspektren sind beispielsweise von den Firmen 
Finnigan MAT, Perkin Elmer Sciex, Bruker, MicroMass 
und anderen kommerziell erhaltlich. 

Afternativ zur direkten Massenbestimmung der in 
der Probe enthaltenen Proteinkomponenten, d.h. 
anstatt des Einsatz eines kompletten Gemischs, kann 
vor der Messung eine vollstandige oder teilweise Pro- 
benaufreinigung oder Anreicherung durchgefuhrt wer- 
den. Hier kommen bevorzugt Filtrationsprozesse 
(Ultrafiltration) oder chromatographische Reinigungs- 
verfahren zum Einsatz. Insbesondere die chromatogra- 
phischen Verfahren sind automatisierbar und konnen 
somit als direkte Kopplungsverfahren mit der Massen- 
spektrometrie verwendet werden. Geeignete chromato- 
graphische Verfahren sind zum Beispiel Reversed 
Phase-, lonenaustauscher-, Gelpermeations- oder Affi- 
nitatschromatographie. DarQber hinaus haben sich 
Elektrophorese, insbesondere kapillarelektrophorese 
Verfahren als geeignet erwiesen. 

Mit der Bestimmung von beispielsweise glykierten 
Proteinen, wie von HbA1c, im Verhaltnis zu nicht gly- 
kierten For men werden heute insbesondere wichtige 
Beitrage zur Ermittlung des jeweiligen Diabetestyps 
bzw. -grades geleistet. Das erfindungsgemaBe Verfah- 
ren erlaubt es nun erstmals unterschiedliche Proteine 
verschiedenen Glykierungsgrades gleichzeitig zu mes- 
sen und zu interpretieren bzw. die erhaltenen Werte 
rechnerisch zueinander ins Verhaltnis zu setzen. Die- 
ses Vorgehen ist insbesondere in der Klinischen Dia- 
gnostik von Bedeutung, indem beispielsweise Trends in 
der Entwicklung des glykamischen Zustandes der Ver- 
gangenheit, wie z.B. von Diabetespatienten, aufgezeigt 
sowie Oberhaupt auf existierende krankhafte Zustande, 
wie beispielsweise Nephropathie, oder auf Unter- 
schiede in der Glykierung, die vom Diabetestyp abhan- 
gen, hingewiesen werden konnen. DarQber hinaus 
bietet das erfindungsgemaBe Verfahren den Vorteil, 
daB es praktisch leicht zu realisieren und dkonomisch 
ist, da die verschiedenen, gegebenenfalls glykierten 
Proteine einer Probe nebeneinander mit demselben 
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analytischen Instrumentarium bestimmt werden kfln- 
nen. Durch Online-Datenerfassung wird das Verfahren 
weiter erleichtert. 

Erlauterung zu den Abbildungen: 

Abbildung 1 

Das Massenspektrogramm (Intensitat (I) / Moieku- 
largewicht (MG)) von nativem Haemoglobin (Probe 1), 
welches eine so gut wie reine, nicht modifizierte alpha- 
Kette aufweist (gemessen MG 15.124 Da, erwartet MG 
15.126 Da). 

Abbildung 2 

Das Massenspektrum (l/MG)von Haemoglobin, 
welches 1 /£ Woche mit Glucose inkubiert wurde (Probe 
2), zeigt eine mehrfache GlyWerung, bis zu vierfach, 
und darQber hinaus Carboxymethylierungsprodukte 
(AGE). 

Abbildung 3 

Das Massenspektrum (l/MG) von Haemoglobin, 
welches eine Woche mit Glucose inkubiert wurde 
(Probe 3), zeigt sowohl eine verstarkte GlyWerung, als 
auch verstarkte Carboxymethylierung. 

Abbildung 4 

Massenspektrometrisch bestimmtes Verhaltnis von 
glykiertem Albumin ((glc) 2 HSA) zu Albumin (HSA) in 
verschiedenen Patientenproben im Vergleich zum auf 
HSA bezogenen Fructosamingehalt 

Abbildung 5 

Massenspektrum (l/MG) von <CEAVmonoWonalem 
AntikGrper (MAK), Fab-Fragmente, nicht modifiziert 
(MG 48003 Da). 

Abbildung 6 

Massenspektrum (l/MG) von MAK(CEA), Fab-(bio- 
tin) n mit n gleich 1 und n gleich 2 (MG 48003 plus n x 
512 Da). 

Abbildung 7 

Massenspektrum (l/MG) von MAK <CEA), Fab-(bio- 
tin) n mit n gleich Null, 1, 2, 3 und 4 (MG 48003 plus n x 
512 Da). 

AbWunq ? 

Massenspektun (l/MG) von MAK (TSH) F(ab*) 2 -(bio- 
tin) n mit n gleich 1 und n gleich 2 (MG 99107 plus n x 
512 Da). 



Die verwendeten Abkurzungen haben folgende 
Bedeutungen: 

a: alpha-Kette von Hamoglobin 

5 glc: ein Glucose-Molekul als Ketoamin 

gebunden 

(glc) n : n-fach als Ketoamin gebundene Glu- 

cose-Molekule, wobei n eine ganze 
Zahl von 0 bis 5 bedeutet 
w CM: eine Carboxymethyl-Gruppe gebunden 

an Lysin Oder N-terminales Valin. 

Fab, Ffab'Jg AntikGrperfragmene 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung 
15 weiter: 

Beispiel 1 

Verschiedene Hamoglobin-Proben aus humanem 

20 Erythrozyten- Hamolysat wurden in 0.5 %iger wafiriger 
Ameisensaure gelfist. Dabei wurde eine Konzentration 
von ca. 0.2 mg/ml Gesamt-Hb eingestellt. Von dieser 
Losung wurden 5 jiL auf eine Reversed Phase HPLC 
Saule, (PLRP-S 1000 Angstrdm, 1 x 75 mm) aufgege- 

25 ben und mit einem Gradienten von 0.5 % Ameisensaure 
in Wasser bis zu einer Lfisung bestehend aus 0.5 % 
Ameisensaure/ 20 % Wasser/80 % Acetonitril bei einem 
FluB von 50 ftUmin eluiert. Die HPLC- Saule wurde on- 
line mit einer Elektrospray-lonenquelle verbunden 

30 (Massenspektrometer Finnigan MAT SSQ700 mit Fin- 
nigan API lonenquelle). Die zu bestimmenden Hamo- 
globine eluierten dabei innerhalb von 10 min von der 
Saule. Die Parameter des Massenanalysators wurden 
so gewahlt, daft alle in der lonenquelle erzeugten lonen 

35 mit einem Verhaltnis von Masse zur Ladung (m/z) zwi- 
schen 600 und 1 .400 nachgewiesen wurden. Die erhal- 
tenen Rohdaten wurden mit dem ICIS Biomass- 
Auswerteprogramm (Finnigan MAT) ausgewertet und 
die m/z- Rohdaten in eine Molekulargewichts-Scala 

40 transformiert (Abbildungen 1 bis 3). 

Probenmaterial: 

Probe 1 : Hamolysat von Erythrozyten aus nativem 
45 Vollblut 

Probe 2: Hamolysat inkubiert mit Glucose x h 
Woche bei 35°C 

Probe 3: Hamolysat inkubiert mit Glucose 1 Woche 
bei 35°C 

50 

Zum Vergleich der unterschiedlichen Proben wur- 
den jeweils die Signale der alpha-Kette des Hamoglo- 
bins ausgewertet. 

Die erhaltenen Massenspektren zeigen deutlich, 
55 daf3 bei Behandlung mit Glucose der Arrteil von glykier- 
tem Hamoglobin (gHb) in der Probe ansteigt, wobei 
auch mehrfach Glykierungen auftreten. Zusatzlich zu 
den Glykierungsprodukten sind auch AGE-Signale, ins- 
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besondere durch Carboxymethylierung verursacht, zu 
beobachten. 

Erqebnis: 

Probe 1: Natives Hamoglobin zeigt nahezu nicht 
modif izierte aJpha-Kette 

Probe 2: Inkubation uber 1 /6 Woche zeigt mehrfach 
Glykierung bis zu vier Addukten pro alpha- Kette, im 
Mittel 1.5 und zusatzliche Carboxymethylierung 
(AGE) 

Probe 3: Inkubation uber 1 Woche zeigt verstarkte 
Glykierung bis zu funf Addukten pro alpha-Kette, im 
Mittel 2.5 und verstarkte Carboxymethylierung. 

Hb-AGE laBt sich als carboxymethyliertes Hemo- 
globin in Hemoglobin-Praparationen direkt mit ESI-MS 
nachweisen. 

Beispiel 2 

Verschiedene Humaserum Proben (gesunde und 
gut eingestellte Diabetiker, HbA1c zwischen 4 und 6%), 
welche mit dem in der klinischen Chemie gebrauchli- 
chen Fructosamin-Test hinsichtlich des Gehaltes an gly- 
kiertem Gesamtprotein charakterisiert wurden, wurden 
zur massenspektrometrischen Bestimmung des Ver- 
haitnisses von glykiertem zu nicht glykiertem Serum- 
Albumin verwendet. Die Serum- Proben wurden im Ver- 
haitnis 1 :100 mit Wasser verdunnt. Von dieser LOsung 
wurden 5 \iL auf eine Reversed Phase HPLC-Saule, 
PLRP-S 1000 Angstrom, 1 x 75 mm, aufgegeben und 
die enthaltenen Proteine mit einer LOsung von 0.5 % 
Ameisensaure/ 20 % Wasser/ 80% Acetonitril bei einem 
FluB von 50 nL/min eluiert. Die HPLC-Saule wurde on- 
line mit einer Elektrospray lonenquelle verbunden (Mas- 
senspektrometer Finnigan MAT SSQ700 mit Finnigan 
API lonenquelle). Die zu bestimmenden Albumine 
eluierten dabei innerhalb von 10 min von der Saule. Die 
Aufnahmeparameter des Massenspektrometers wur- 
den so gewahlt, daB die funfzigfach protonierten lonen 
der zu bestimenden Albuminderivate detektiert wurden. 
Dies entsprich einem Messbereich von m/z 1320 bis 
m/z 1350. Ausgewertet wurden die Intensitaten der 
Signale, welche dem unmodrfizierten Albumin bezie- 
hungsweise dem zweifach glykiertem Albumin zuzuord- 
nen sind. In Abbildung 4 ist fur siebzehn Humanserum- 
Proben dargestellt, wie sich die massenspektrome- 
trisch gemessenen Intensitatsverhaitnisse von zweifach 
glykiertem Albumin zu Albumin (y-Achse) zum Quotien- 
ten aus Fructosamin zu Albumin Messwerten foimol/l : 
g/dl] (x-Achse) verhalten. Wie erwartet wird ein Anstieg 
des Gehaltes an glykiertem Albumin mit steigendem 
Fr uctosami ngehalt beobachtet. Bedingt durch die unter- 
schiedliche Spezifitat beider Verfahren (im Fructos- 
amin-Test werden alte glykierten Serumproteine erfaBt, 



bei der massenspektroskopischen Bestimmung im vor- 
liegenden Beispiel nur das Albumin) besteht zwischen 
den beiden Methoden lediglich eine grobe Korrelation. 

5 Beispiel 3 

Verschiedene Antikarper-Derivate wie Fab- und 
F(abVFragmente verschiedener Antikdrper, welche in 
unterschiedlichem AusmaB mit einem Biotinreagenz 

10 (Biotinoyl-amino-3,6-dioaoctanylaminocarbonyihep- 
tansaure-N-hydroxysuccinimidester, Biotin-DDS-Deri- 
vat) modrfiziert wurden, wurden entsprechend dem in 
Beispiel 1 beschriebenen Verfahren untersucht. Die 
Proben wurden in 0.5%iger waBriger Ameisensaure 

is gelflst. Dabei wurde eine Konzentration von ca. 5 pico- 
mol/microliter eingestellt. Von dieser LOsung wurden 5 
jiL auf eine Reversed Phase HPLC Saule, PLRP-S 
1000 Angstrom 1 x 75 mm, aufgegeben und mit einem 
Gradienten von 0.5% Ameisensaure in Wasser nach 

20 0.5% Ameisensaure/ Acetonitril bei einem FluB von 50 
|xL7min eluiert. Die HPLC-Sdule wurde on-line mit einer 
Elektrospray lonenquelle verbunden (Massenspektro- 
meter Finnigan MAT SSQ700 mit Finnigan API lonen- 
quelle). Die zu bestimmenden Substanzen eluierten 

25 dabei innerhalb von 10 min von der Sdule. Die Elektro- 
spray-Massenspektren wurden im scan modus von m/z 
600 bis 3000 aufgenommen. Aus den erhaltenen Roh- 
daten wurden mit dem ICIS-Biomass-Auswertepro- 
gramm (Finnigan MAT) ausgewertet und die m/z 

30 Rohdaten in eine Molekulargewichts-Scala transfor- 
miert. 

Probenmaterial: 

35 MAK<CEA) Fab nicht mod'rf iziert (Abb. 5) 

MAK(CEA> Fab-(biotin) n ; n = 1 , 2 (Abb. 6) 

MAK<CEA) Fab-(biotin) n ; n = 0, 1 , 2, 3, 4 (Abb. 7) 

MAKCTSH) F(abV(biotin) n ; n = 1 , 2 (Abb. 8) 

40 Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Protei- 
nen bzw. entsprechenden Derivaten in einer waBri- 
gen Probe, dadurch gekennzeichnet, daB die 

45 Messung massenspektrometrisch erfolgt und min- 
destens zwei Proteinkomponenten in einer Mes- 
sung gleichzeitig bestimmt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
so zeichnet, daB eine Probenvorbereitung, die in der 

VerdOnnung der Probe mit einem for die Massen- 
spektrometrie geeignetem LOsungsmittel besteht, 
durchgefuhrt wird. 

55 3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Probe vor der Messung 
mit einem proteolytischem Enzym behandelt wird. 
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Verfahren . nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daft die Probe vor der 
massenspektrometrischen Messung durch einem 
chromatographischen Oder immunologischen Auf- 
reinigungsverfahren unterworfen wird und die Auf- 5 
reinigung gegebenenfalls on-line zur Massenspek- 
trometrie erfolgt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daft zur massenspek- 10 
tronmetrischen Messung Verfahren wie "atmosphe- 
ric pressure ionization", "electrospray ionization" 
oder ein anderes Spray-Verfahren oder ein Laser- 
desorptionsverfahren bzw. ein gleichwertiges loni- 
sationsverfahren verwendet werden. 15 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daft die Probe Albumin 
und dessen Derivate und/oder Hamoglobin und 
dessen Derivate und/oder unterschiedliche Antikdr- 20 
perfragmente enthait. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet daft die fur die einzelnen 
Proteinkomponenten gewonnenen Meftdaten 25 
zueinander ins Verhaitnis gesetzt werden und aus 
diesen Verhaitniswerten diagnostische Aussagen 
ableitbar sind. 

Verwendung des Verfahrens nach einem der 30 
Anspruche 1 bis 7 fur diagnostisch relevante Aus- 
sagen. 
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Fig. 5 
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Fig. 6 
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Fig. 7 
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